Участие сигнальных посредников в реализации стресс-протекторного действия экзогенных жасмоновой и салициловой кислот на растительные клетки by Луговая, А.А. et al.
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ И ГЕНЕТИКА. 2014. Т. 46. № 1
УДК 577.15:581.1.036.2
УЧАСТИЕ СИГНАЛЬНЫХ ПОСРЕДНИКОВ В РЕАЛИЗАЦИИ
СТРЕСС-ПРОТЕКТОРНОГО ДЕЙСТВИЯ ЭКЗОГЕННЫХ
ЖАСМОНОВОЙ И САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТ
НА РАСТИТЕЛЬНЫЕ КЛЕТКИ
А.А. ЛУГОВАЯ, Ю.Е. КОЛУПАЕВ, Ю.В. КАРПЕЦ
Харьковский национальный аграрный университет им. В.В. Докучаева
62483 Харьков, п/о «Коммунист-1»
e-mail: plant_biology@mail.ru
Исследовали возможную роль ферментных систем, задействованных в продуци-
ровании активных форм кислорода (АФК), при реализации физиологических
эффектов жасмоновой (ЖАК) и салициловой (СК) кислот. Обработка колеопти-
лей пшеницы 1 мкМ растворами ЖАК и СК вызывала транзиторное усиление
генерации супероксидных анион-радикалов. Этот эффект нивелировался дейст-
вием имидазола (ингибитора НАДФН-оксидазы) и бутанола-1 (антагониста зави-
сящего от фосфолипазы D образования фосфатидной кислоты), но не его неак-
тивного аналога бутанола-2. Указанные ингибиторы также угнетали вызываемые
ЖАК и СК эффекты повышения активности супероксиддисмутазы в колеоптилях
пшеницы и их теплоустойчивости. Сделано предположение, что стресс-протектор-
ное действие ЖАК и СК опосредовано усилением генерации АФК, связанным с
активацией НАДФН-оксидазы. При этом посредником регуляции ее активности
может быть фосфатидная кислота, образующаяся с участием фосфолипазы D.
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Жасмоновая и салициловая кислоты являются фитогормонами, участву-
ющими в реакциях растений на действие биотических и абиотических
стрессоров [6, 20]. Показано повышение устойчивости растений к раз-
личным стресс-факторам под действием экзогенных ЖАК [7, 15] и CK
[1, 4]. Стресс-протекторные эффекты этих фитогормонов обусловлены
их влиянием на экспрессию многих защитных генов. Более изучено дей-
ствие ЖАК и СК на устойчивость растений к патогенам. Установлено,
что способность ЖАК индуцировать системную устойчивость растений
в значительной степени связана с активацией экспрессии генов ингиби-
торов протеаз и фенилаланинаммонийлиазы [17, 20]. СК также вызыва-
ет усиление синтеза ингибиторов протеаз. Кроме того, под ее влиянием
происходит активация экспрессии генов хитиназ, глюканаз и других PR-
(pathogenesis-related) белков [3].
Механизмы защитных эффектов ЖАК и СК при действии на рас-
тения абиотических стрессоров исследованы в меньшей степени. Пока-
зана способность обоих фитогормонов активировать антиоксидантную
систему растений [1, 11, 13], что может быть важно для формирования
их устойчивости к неблагоприятным факторам различной природы.
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Получены сведения, указывающие на роль АФК как сигнальных
посредников при действии и ЖАК, и СК [8, 16]. Сделано предположе-
ние, что некоторые эффекты ЖАК, в частности способность индуциро-
вать закрытие устьиц [19], старение листьев [10], связаны с активацией
НАДФН-оксидазы. Этот фермент, генерирующий супероксидные анион-
радикалы, задействован и в реализации физиологических эффектов СК.
Так, показано, что индуцируемое СК закрывание устьиц подавляется
ингибитором НАДФН-оксидазы дифенилениодонумом [12]. В то же вре-
мя установлено, что в активации НАДФН-оксидазы может принимать
участие фосфатидная кислота [18]. Выявлена способность экзогенных
ЖАК [5] и СК [12] повышать активность фосфолипазы D (ФЛD) и тем
самым вызывать накопление фосфатидной кислоты в растениях. При-
чинно-следственная связь между вызываемыми ЖАК и СК повышени-
ем содержания фосфатидной кислоты и усилением генерации АФК, за-
висящим от НАДФН-оксидазы, до сих пор исследована слабо. На
растениях арабидопсиса показано участие ФЛD в процессах активации
НАДФН-оксидазы, индуцировании накопления АФК и закрывании
устьиц под действием СК [12]. Однако вопрос о роли фосфатидной
кислоты в активации АФК-генерирующих ферментных систем при дей-
ствии ЖАК остается открытым.
Целью настоящей работы было сравнительное изучение ингиби-
торным методом возможного участия НАДФН-оксидазы и фосфатидной
кислоты как одного из ее регуляторов в реализации стресс-протекторно-
го действия экзогенных ЖАК и СК на колеоптили пшеницы.
Методика
Исследования проводили на отрезках колеоптилей пшеницы, которые чув-
ствительны к действию обоих экзогенных фитогормонов [2]. Колеопти-
ли отделяли от 4-суточных этиолированных проростков Triticum aestivum L.
cорта Элегия и инкубировали на простерилизованном 2 %-м растворе
сахарозы с добавлением пенициллина (натриевая соль, 100 000 ед/л)
(контроль).
В соответствующих вариантах в среду инкубации колеоптилей до-
бавляли ЖАК или СК в конечной концентрации 1 мкМ [2]. ЖАК пред-
варительно растворяли в небольшом объеме этанола, а СК — в неболь-
шом объеме воды при нагревании. В вариантах без ЖАК в
инкубационную среду вносили эквивалентное количество этанола. Про-
должительность инкубации колеоптилей на среде с добавлением ЖАК
или СК — 24 ч.
В соответствующих вариантах опыта колеоптили обрабатывали в
течение 26 ч ингибитором НАДФН-оксидазы имидазолом [10] концент-
рацией 1 мкМ или ингибитором ФЛD-зависимого образования фосфа-
тидной кислоты 0,2 %-м бутанолом-1 либо его неактивным аналогом бу-
танолом-2 такой же концентрации [14]. В вариантах с комбинированной
обработкой колеоптилей фитогормонами и имидазолом или ЖАК и бу-
танолом-1 (бутанолом-2) соответствующие эффекторы добавляли в сре-
ду инкубации колеоптилей за 2 ч до внесения в нее ЖАК или СК. Кон-
центрации эффекторов были выбраны на основании результатов
предварительных опытов.
После окончания времени инкубации колеоптилей на растворах
исследуемых соединений часть отрезков каждого варианта опытов под-
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вергали потенциально летальному прогреву в водяном ультратермостате
в стерильной дистиллированной воде при температуре 43±0,1 °С в тече-
ние 10 мин. Затем колеоптили помещали в чашки Петри с простерили-
зованным 2 %-м раствором сахарозы с добавлением пенициллина. Через
2 сут после прогрева оценивали их повреждения по появлению специ-
фического оттенка и потере тургора.
Выделение супероксидных анион-радикалов из отрезков колеопти-
лей во внешний раствор определяли по восстановлению нитросинего те-
тразолия (НСТ) до формазана, как описано ранее [1]. Оптическую плот-
ность измеряли при 530 нм. Для проверки специфичности определяемой
генерации О2
— в специальных опытах в пробы добавляли супероксид-
дисмутазу (СОД) — 50 ед/мл. СОД угнетала образование формазана не
менее чем на 90 %. В связи с этим считали, что количество восстанов-
ленного НСТ определяется генерацией О2
—. Супероксид-продуцирую-
щую активность оценивали как изменение светопоглощения реакцион-
ной смеси за единицу времени инкубации в расчете на один отрезок
колеоптиля. За 100 % принимали величину в контрольном варианте в
первой временнóй точке наблюдений.
Для определения активности супероксиддисмутазы (КФ 1.15.1.1)
навеску растительного материала гомогенизировали при температуре 4 °С
в 0,15 М К,Na-фосфатном буфере (рН 7,6) с добавлением ЭДТА (0,1 мМ),
дитиотреитола (1 мМ), фенилметилсульфонилфторида (0,5 мМ) и детер-
гента Тритона Х-100 (конечная концентрация 0,1 %) [1]. Для анализа ис-
пользовали надосадочную жидкость после центрифугирования гомогена-
та при 8000 g в течение 10 мин при 4 °С. Активность СОД определяли
методом, основанным на способности фермента конкурировать с нитро-
синим тетразолием за супероксидные анион-радикалы, образующиеся
вследствие аэробного взаимодействия НАДН и феназинметасульфата.
Оптическую плотность определяли при 540 нм.
Опыты проводили в трехкратной биологической повторности и
каждый воспроизводили независимо три раза. В таблицах приведены
средние величины и их стандартные отклонения. Кроме случаев, огово-
ренных отдельно, обсуждены различия, достоверные при р < 0,05.
Результаты и обсуждение
Как было установлено ранее, под действием экзогенных 1 мкМ раство-
ров ЖАК и СК усиление генерации супероксидных анион-радикалов ко-
леоптилями пшеницы было транзиторным и происходило в течение пер-
вых 2 ч после начала обработки [2]. Именно в этом временном отрезке
определяли интенсивность образования О2
— колеоптилями пшеницы в
настоящей работе. Генерация супероксидных анион-радикалов во внеш-
ний раствор усиливалась уже через 15 мин от начала обработки ЖАК
(табл. 1). Эффект СК был менее выраженным. Через 2 ч действие ЖАК
на образование О2
— ослабевало, а влияние СК, наоборот, немного уси-
ливалось.
Ингибитор НАДФН-оксидазы имидазол сам по себе немного сни-
жал генерацию О2
— колеоптилями и при этом почти полностью снимал
усиление образования супероксидных анион-радикалов, вызываемое
ЖАК и СК (см. табл. 1).
Бутанол-1 — ингибитор ФЛD-зависимого образования фосфатид-
ной кислоты — снижал генерацию О2
— и в значительной степени угне-
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тал эффект усиления продукции супероксида, вызываемый как ЖАК,
так и СК (см. табл. 1). В то же время бутанол-2 (неактивный аналог бу-
танола-1) не оказывал существенного влияния на образование этой
АФК.
Таким образом, можно полагать, что одним из ферментативных
источников АФК, задействованных в реализации физиологических эф-
фектов ЖАК и СК, является НАДФН-оксидаза, а ее активация, по-ви-
димому, происходит при посредничестве фосфатидной кислоты, образу-
ющейся с участием ФЛD.
В следующей серии экспериментов исследовали влияние ингиби-
торов НАДФН-оксидазы и ФЛD, а также их комбинаций с ЖАК или
СК на теплоустойчивость колеоптилей пшеницы. Обработка колеопти-
лей 1 мкМ растворами ЖАК или СК приблизительно в одинаковой сте-
пени повышала теплоустойчивость (табл. 2). Имидазол сам по себе не
оказывал существенного влияния на теплоустойчивость колеоптилей, но
при этом нивелировал положительное действие обоих исследуемых
фитогормонов. Обработка колеоптилей бутанолом-1 вызывала тенден-
цию к небольшому снижению их выживания и практически полностью
снимала положительное влияние ЖАК и СК на теплоустойчивость коле-
оптилей. Бутанол-2 в отдельности не оказывал влияния на теплоустойчи-
вость колеоптилей пшеницы и не модифицировал эффекты ЖАК и СК
(см. табл. 2).
Повышение экзогенными ЖАК и СК устойчивости растительных
клеток к гипертермии и другим абиотическим стрессорам может быть
обусловлено АФК-зависимой активацией ряда стресс-протекторных си-
стем, среди которых особое значение имеет антиоксидантная [9]. Мы
исследовали влияние ЖАК, СК и использованных эффекторов на актив-
ность ключевого фермента антиоксидантной защиты СОД. Как показа-
но ранее, существенное повышение активности СОД происходило через
2 ч после начала действия ЖАК или СК [2]. Таким же был характер вли-
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ТАБЛИЦА 1. Генерация супероксидных анион-радикалов колеоптилями пшеницы через 15 мин
и через 2 ч после начала их обработки эффекторами
Генерация супероксидных анион-радикалов,
% контроляВариант опыта
15 мин 2 ч
Контроль 100,0±2,8 99,1±3,3
ЖАК (1 мкМ) 130,8±3,9 118,7±3,6
СК (1 мкМ) 113,7±3,1 119,6±2,8
Имидазол (1 мкМ) 93,7±4,1 92,4±4,4
ЖАК (1 мкМ) + имидазол (1 мкМ) 107,1±4,4 100,4±3,9
СК (1 мкМ) + имидазол (1 мкМ) 104,3±3,8 107,0±3,3
Бутанол-1 (0,2 %) 87,2±4,6 84,3±5,1
ЖАК (1 мкМ) + бутанол-1 (0,2 %) 97,9±4,3 105,5±4,2
СК (1 мкМ) + бутанол-1 (0,2 %) 100,0±2,9 96,1±3,8
Бутанол-2 (0,2 %) 102,1±3,7 97,0±3,2
ЖАК (1 мкМ) + бутанол-2 (0,2 %) 125,4±3,6 113,3±4,0
СК (1 мкМ) + бутанол-2 (0,2 %) 109,3±3,0 120,1±3,2
яния ЖАК и СК на активность СОД колеоптилей и в настоящем иссле-
довании (см. табл. 2). Через 24 ч инкубации положительное влияние
ЖАК на активность СОД сохранялось, а эффект СК несколько умень-
шался.
Под влиянием ингибитора НАДФН-оксидазы имидазола актив-
ность СОД существенно не изменялась. В то же время имидазол частич-
но снимал активирующее действие ЖАК и (в большей степени) СК на
этот фермент. Антагонист фосфатидной кислоты бутанол-1 сам по себе
существенно не влиял на активность СОД. При этом он в значительной
степени угнетал проявление положительного влияния ЖАК и СК на ак-
тивность СОД (см. табл. 2). Обработка колеоптилей бутанолом-2 досто-
верно не влияла на активность СОД и не препятствовала проявлению
активирующего действия ЖАК и СК на этот фермент.
Таким образом, имеются основания полагать, что положительное
влияние экзогенных ЖАК и СК на теплоустойчивость колеоптилей
пшеницы реализуется с участием АФК, образуемых НАДФН-оксида-
зой. Под действием ЖАК и СК она может активироваться вследствие
усиления образования фосфатидной кислоты в реакциях, катализируе-
мых ФЛD. Предположение об усилении образования фосфатидной
кислоты под влиянием ЖАК и СК согласуется с данными, полученны-
ми при непосредственном определении активности ФЛD и содержания
фосфатидной кислоты в растительных клетках [5, 12]. При этом с оп-
ределенной долей условности в рамках использованной нами модели
можно говорить о сходстве не только влияния ЖАК и СК на генера-
цию АФК и активность антиоксидантной системы, но и механизмов
действия этих стрессовых фитогормонов, обусловливающих развитие
устойчивости растительных объектов. В частности, общими мишенями
действия ЖАК и СК могут быть НАДФН-оксидаза и ФЛD, локализо-
ванные в плазматической мембране.
78
А.А. ЛУГОВАЯ, Ю.Е. КОЛУПАЕВ, Ю.В. КАРПЕЦ
ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2014. Т. 46. № 1
ТАБЛИЦА 2. Выживание колеоптилей пшеницы после повреждающего прогрева и активность
супероксиддисмутазы через 2 и через 24 ч после начала их обработки эффекторами
Активность СОД, усл.ед/
(г сухого вещества · мин)Вариант опыта Выживание,%
2 ч 24 ч
Контроль 53,6±1,9 25,7±0,7 24,9±0,6
ЖАК (1 мкМ) 70,3±2,7 29,8±0,9 30,1±0,9
СК (1 мкМ) 69,7±3,1 29,2±0,7 27,0±0,8
Имидазол (1 мкМ) 49,3±2,9 24,3±0,8 25,1±0,8
ЖАК (1 мкМ) + имидазол (1 мкМ) 58,0±3,2 27,6±0,7 26,8±0,7
СК (1 мкМ) + имидазол (1 мкМ) 56,7±3,4 26,8±0,6 22,9±1,1
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УЧАСТЬ СИГНАЛЬНИХ ПОСЕРЕДНИКІВ У РЕАЛІЗАЦІЇ СТРЕС-ПРОТЕКТОРНОЇ
ДІЇ ЕКЗОГЕННИХ ЖАСМОНОВОЇ І САЛІЦИЛОВОЇ КИСЛОТ НА РОСЛИННІ
КЛІТИНИ
Г.А. Лугова, Ю.Є. Колупаєв, Ю.В. Карпець
Харківський національний аграрний університет ім. В.В. Докучаєва
Досліджували можливу роль ферментних систем, задіяних у продукуванні активних форм
кисню (АФК), за реалізації фізіологічних ефектів жасмонової (ЖАК) і саліцилової (СК)
кислот. Обробка колеоптилів пшениці 1 мкМ розчинами ЖАК і СК викликала транзитор-
не посилення генерування супероксидних аніон-радикалів. Цей ефект нівелювався дією
імідазолу (інгібітора НАДФН-оксидази) і бутанолу-1 (антагоніста залежного від фосфоліпа-
зи D утворення фосфатидної кислоти), але не його неактивного аналога бутанолу-2. Вказані
інгібітори також пригнічували спричинювані ЖАК і СК ефекти підвищення активності су-
пероксиддисмутази в колеоптилях пшениці та їх теплостійкості. Зроблено припущення, що
стрес-протекторна дія ЖАК і СК опосередкована посиленням генерування АФК, пов’яза-
ним з активацією НАДФН-оксидази. При цьому посередником регулювання її активності
може бути фосфатидна кислота, що утворюється за участю фосфоліпази D.
PARTICIPATION OF SIGNAL MEDIATORS IN REALIZATION OF STRESS-
PROTECTIVE INFLUENCE OF EXOGENOUS JASMONIC AND SALICYLIC 
ACIDS ON PLANT CELLS
G.A. Lugova, Yu.E. Kolupaev, Yu.V. Karpets
V.V. Dokuchaev Kharkiv National Agrarian University
62483 Kharkiv, p/o «Communist-1»
Possible role of enzymatic systems, involved in the generation of reactive oxygen species (ROS),
in realization of physiological effects of jasmonic (JA) and salicylic (SA) acids has been investi-
gated. Treatment of wheat coleoptiles with 1 M solutions of JA and SA caused the transitional
intensifying of generation of superoxide anion-radicals. This effect was leveled under the influence
of imidazole (NADPH-oxidase inhibitor) and butanol-1 (antagonist of phospholipase D depen-
dent phosphatidic acid formation), but not its inactive analogue butanol-2. Indicated inhibitors
suppressed also the effects of increase of superoxide dismutase activity in wheat coleoptiles and
raise of their heat resistance, invoked by JA and SA. It is supposed that the stress-protective influ-
ence of JA and SA is mediated by the intensifying of ROS generation, bound to the NADPH-oxi-
dase activation. Thus phosphatidic acid, which is generated with the participation of phospholi-
pase D, can be the mediator, involved in the regulation of NADPH oxidase activity.
Key words: Triticum aestivum L., jasmonic acid, salicylic acid, reactive oxygen species, NADPH
oxidase, phosphatidic acid, heat resistance.
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